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RESUMO
A produção de embriões bovinos in vitro (PIV), atualmente, é laboriosa, apresenta custo relativamente elevado e
alta variabilidade nos resultados. No sentido de torná-la mais simples, obter maior repetição nos resultados, diminuir  custo e
facilitar a sua utilização a campo, foram delineados experimentos para avaliar a eficácia de um sistema para PIV utilizando meios
preservados pela congelação. Inicialmente, em 3 replicações, um total de 534 oócitos foram divididos em dois grupos. No grupo
tratamento, os meios utilizados na PIV (meio de maturação, Fert-TALP, sp-TALP 1x, sp-TALP 10x e KSOM modificado) foram
preservados a -19oC e no grupo controle, utilizou-se meios refrigerados a 5oC e armazenados por no máximo 15 dias. Foi,
também, verificado se ocorreram interações moleculares associativas nos meios devido à congelação, para isso foram realiza-
das varreduras espectrais em cada meio, antes da congelação e após 15, 30, 150 dias de preservação a -19oC. A maturação, a
fecundação e o cultivo embrionário foram efetuados em TCM-199 modificado, Fert-TALP e KSOM modificado, respectivamen-
te, em estufa a 39oC com 5% de CO2 e umidade saturada. As percentagens de clivagem, de blastocistos expandidos (Bx)/oócitos
e de Bx/clivados no grupo tratamento (73,5%;  17,5%; 23,9%, respectivamente) foram similares às obtidas no grupo controle
(76,3%;  18,8%; 24,6%, respectivamente). Não se observaram modificações significativas nos meios, do ponto de vista de
interações moleculares associativas, nas diferentes etapas examinadas pelas varreduras espectrais. A utilização de um sistema
para PIV com  meios preservados por congelação não diminui a produção de embriões quando comparado ao sistema conven-
cional. Esse sistema possibilita, também, a escolha das melhores partidas, as quais podem ser utilizadas por um longo período,
fornecendo assim, melhores resultados com menor variabilidade. Além disso, o processo de produção de embriões in vitro fica
mais prático, eficaz, econômico e acessível aos laboratórios menos equipados.
Descritores: maturação de oócitos, embriões, fecundação em vitro, congelação de meios.
ABSTRACT
The in vitro production of bovine embryos (IVP) is a complex, expensive process, and has variable results. The aim of
this research was to develop a system of IVP, using frozen-thawed media to turn the process easier and less expensive. Initially, a
total of 534 oocytes were used in this study, performing 3 replicates. The oocytes were divided into two groups. In the treatment
group, the media used in IVP was preserved at -19o C. In the control group, the routine process was performed using fresh media
preserved at 5o C up to 15 days. The possible molecular interaction of the different compounds of the media caused by freezing was
verified using a spectrophotometer. The analyses were performed before freezing and after 15, 30 and 150 days maintained at -19oC.
The oocytes and embryos were incubated at temperature of 39o C, an atmosphere of 5% CO2 in air and saturated humidity. The
maturation was accomplished in modified TCM-199 and the embryo culture was performed using KSOM. The percentage of
cleavage, expanded blastocysts (Bx)/oocyte and Bx/cleavage in the treatment group (73.5%; 17.5%; 23.9%, respectively) were
similar to those obtained in the control group (76.3%; 18.8%; 24.6%, respectively). No significant molecular interactions in the
media were observed in the different stages examined. The efficiency of the frozen-thawed media is similar to the fresh media to
produce embryos in vitro. With the frozen-thawed system, it is possible to work more time with batch that resulted in a higher rate
of blastocyst. Therefore, this system allows obtain results with less variability. In addition, the in vitro production of bovine
embryos becomes more practical, efficient, cheaper and possible to less equipped laboratories.
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INTRODUÇÃO
A produção de embriões in vitro (PIV) é um
instrumento auxiliar no melhoramento animal e é uma
ferramenta com potencial para a formação de ban-
cos de germoplasma na preservação de animais em
extinção [3,6]. Na atualidade, o processo para PIV,
em bovinos é complexo e laborioso devido às várias
etapas até a transferência dos embriões. É difícil, tam-
bém, manter uma constância nos resultados [1,4,5],
sendo que um dos fatores que contribui para isso é a
variação na qualidade das partidas de meios utiliza-
dos. Na metodologia tradicional, esses meios são con-
servados sob refrigeração e, para não perderem a
sua qualidade, devem ser armazenados no máximo
por 15 dias. Com isso, há necessidade de produção
freqüente dos meios, o que eleva o custo e diminui a
praticidade, bem como eleva o efeito das variações
entre cada preparação sobre os índices de produção
de embriões.
Neste trabalho, objetivou-se a implementação
de um sistema de PIV utilizando meios preservados
pela congelação. Através do qual, torna-se possível
simplificar a metodologia envolvida na PIV, melhorar
a qualidade e a repetição dos resultados, diminuir o
custo, bem como facilitar a utilização da PIV no cam-
po e em laboratórios menos equipados.
MATERIAIS E MÉTODOS
Para determinação da influência da preserva-
ção dos meios através da congelação sobre a PIV
em bovinos, os oócitos, aspirados de folículos ovaria-
nos com diâmetro entre 2 e 8mm, foram seleciona-
dos e maturados in vitro. A maturação dos oócitos foi
realizada, durante 24 horas, em TCM-199 modificado,
contendo 25mM de HEPES, 2,2mg de bicarbonato de
sódio/100ml, 5mg de LH/ml, 0,5mg de FSH/ml e 10%
de soro de vaca em estro (SVE). Para a maturação,
fecundação e desenvolvimento embrionário o cultivo
foi efetuado em gotas de 200ml de meio, em placas
de Petri (60mm), sob óleo de silicone e incubação a
39°C em uma atmosfera contendo 5% de CO2 e
umidade saturada. Durante a PIV, procurou-se man-
ter a relação de 1 oócito ou embrião para cada 10ml
de meio.
Visando a fecundação in vitro, um pool de sê-
men congelado foi utilizado durante todos os experi-
mentos. A recuperação espermática foi realizada com
a passagem do sêmen por gradientes de percol [8]. A
inseminação (dia 0 da PIV) foi efetuada com a con-
centração de 2x106 espermatozóides/ml de meio Fert-
TALP contendo 10mg de heparina/ml. O tempo de
co-cultivo de espermatozóides e oócitos foi de 18 a 22
horas.
Após o período de fecundação, as células do
cumulus foram retiradas com micropipeta e os possí-
veis zigotos de cada grupo foram lavados 3 vezes e
colocados em meio de cultivo embrionário KSOM
modificado [8] com 10% de SVE, na presença de
monocamada de células epiteliais de oviduto. Passa-
das 48 horas da inseminação, somente as estruturas
embrionárias com duas ou mais células foram mantidas
na gota de co-cultivo e o desenvolvimento embrioná-
rio foi avaliado no dia 9 da PIV, para a observação de
blastocistos expandidos (Bx).
Este experimento foi implementado em 3
replicações, no qual se utilizou um total de 534 oócitos.
Esses oócitos foram divididos em dois grupos.
No grupo tratamento, os meios utilizados na PIV
(meio de maturação, Fert-TALP, sp-TALP 1x, sp-TALP
10x e KSOM modificado) foram submetidos à congela-
ção e preservação a -19oC. É importante salientar que os
meios foram congelados prontos para serem utilizados, ou
seja, filtrados e contendo substâncias como o soro,
heparina e gonadotrofinas. O volume de meio congelado
em cada alíquota foi calculado para a realização de uma
replicação do experimento. Os recipientes utilizados
foram tubos plásticos (corning de 15ml e eppendorff
de 1,5ml).
No grupo controle, utilizou-se a metodologia con-
vencional, com meios refrigerados a 5oC e armazena-
dos por no máximo 15 dias, sendo utilizadas as mes-
mas partidas dos meios do grupo tratamento.
Foram verificados possíveis efeitos da congela-
ção sobre a estrutura química dos meios, com relação
a alterações moleculares associativas, para isso, reali-
zaram-se varreduras espectrais [9]. Com esse objeti-
vo, foram preparadas duas amostras com 5 ml de cada
meio para cada etapa avaliada pelas varreduras
espectrais. Em 3 replicações, foram avaliadas 4 eta-
pas, dia 0, 15, 30 e 150. Sendo que se considerou dia 0
os meios refrigerados (5oC) e dias 15, 30 e 150 , os
meios congelados e preservados na temperatura de -
19°C, respectivamente por 15, 30 e 150 dias.
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As varreduras espectrais compreenderam a fai-
xa espectral de 200–800nm para todas as amostras.
Para a realização das varreduras, foi utilizado um
espectrofotômetro Perkin Elmer - Lambda 16, com
feixe duplo. Na Figura 1, está um fluxograma das
atividades desenvolvidas para a realização deste ex-
perimento.
Para a realização da análise estatística, o deli-
neamento experimental utilizado foi o de blocos intei-
ramente casualizados. Os diferentes tratamentos fo-
ram realizados simultaneamente, sendo que cada
replicação foi considerada um bloco. Os resultados
em percentagens foram transformados pelo PROC
RANK no programa estatístico SAS, com a finalida-
de de aplicação de testes paramétricos para a análise
dos resultados. O modelo estatístico foi o seguinte:
    Yij = µ + αi + βj + ∈ij
onde Yij é a variável dependente, µ é a constante co-
mum para todas observações, ai é o efeito dos trata-
mentos, βj é o efeito dos blocos e o ∈ij é o efeito do
resíduo. Os dados serão apresentados com a média e
o erro padrão da média.
   RESULTADOS
O sistema com meios congelados (tratamen-
to) forneceu porcentagens de clivagem (73,5%),  Bx/
oócitos (17,5%) e Bx/clivados (23,9%) similares às
obtidas com o sistema tradicional (controle; 76,3%;
18,8%; 24,6%, respectivamente; Figura 2; p>0,75). Não
foi observada diferença quanto à quantidade de em-
briões produzidos nos dois sistemas.
Com base na análise dos resultados obtidos da
varredura espectral dos meios (de maturação, Fert-
TALP, sp-TALP 1x, sp-TALP 10x e KSOM modifi-
cado), em 3 replicações, não foram observadas alte-
rações, quanto a interações moleculares associativas,
nesses meios nas diferentes etapas avaliadas, pois o
λ
máximo não variou em nenhuma replicação (Tabela 1).
O sistema com meios congelados forneceu mai-
or praticidade na preparação dos meios para PIV, bem
como uma maior economia de material utilizado como
meios, filtros, seringas, recipientes, ponteiras, etc. Além
disso, com o sistema congelado, houve uma economia
de tempo, aproximadamente 6 horas, em cada rotina
de PIV.
Figura 1.  Metodologia utilizada para avaliar a influência da congelação dos meios sobre a produção de embriões in vitro.
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DISCUSSÃO
Os meios para PIV têm a temperatura de
solidificação mais baixa que a da água, ocorrendo a
propriedade coligativa conhecida como crioscopia [2].
Segundo essa propriedade, em meios binários (um
sólido com um líquido), durante a solidificação, ocor-
rem interações de forma que a temperatura em que
se separa o primeiro cristal da solução sólida é a tem-
peratura de solidificação da solução líquida e exis-
tem duas temperaturas de solidificação, a inicial e a
final [7]. Como os meios para PIV são complexos, é
difícil prever e determinar qual a temperatura exata
para total solidificação dessas soluções, mas no pro-
cesso de congelação a -19oC, realizado neste traba-
lho, foi atingida a temperatura de solidificação inicial
dos meios, porém não sabemos se foi atingida a tem-
peratura de solidificação final. Portanto, não há como
afirmar que os meios foram congelados totalmente,
mas o termo congelação, mesmo assim, parece cabí-
vel e adequado.
Durante a solidificação, há uma variação con-
tínua da composição das fases líquida e sólida da solu-
ção [7]. Nos meios para PIV, devido à sua complexa
composição, é difícil fazer uma previsão da variabili-
dade físico-química da solução com a congelação.
Porém, nas medidas espectrofotométricas dos meios
avaliados antes da congelação e após a congelação e
preservação, por 15, 30 e 150 dias, a -19oC, não foram
observadas bandas secundárias, o que é indicativo de
que não ocorreram alterações estruturais associativas
devido à congelação (Tabela 1).
odasilanAoieM λ omixám*
)mn(
)aicnâbrosbA(aiD
0 51 03 051
PLAT-treF 6,372 0100,1 6340,1 8430,1 01030,1
X1PLAT-pS **.O.N .O.N .O.N .O.N .O.N
X01PLAT-pS 4,813 5022,0 3822,0 6722,0 5622,0
***MM 0,065 0,672
9491,0
6977,0
5202,0
6587,0
2102,0
3287,0
0891,0
2487,0
MOSK 8,672 6426,0 9416,0 2716,0 8716,0
Tabela 1.  Varredura espectral (200-800nm) dos meios Fert-TALP, sp-TALP 1x, sp-TALP 10x,
meios de maturação (MM) e KSOM com 10% de soro fetal bovino (KSOM), antes da congela-
ção (dia 0) e após permanecerem 15, 30 e 150 dias congelados a -19oC.
*λ - comprimento da onda ** N.O. - Não observado, valores menores que o limite de detecção do aparelho
***MM - No meio de maturação houveram dois picos na varredura espectral, por isso aparecem
dois λ
máximos na tabela.
Com a congelação e descongelação, alguns ele-
mentos dos meios podem diminuir a atividade biológi-
ca, mas o sistema com meios congelados não diminuiu
os índices de produção de embriões,  quando compa-
rado ao sistema tradicional (Figura 2). Isso sugere que
se há alguma perda na atividade biológica dos elemen-
tos nos meios congelados a -19oC, essa não influencia
na maturação do oócito, na fecundação e no desen-
volvimento embrionário.
É previsível, também, que os meios preserva-
dos a -19oC mantenham a qualidade por um período
bem mais longo, talvez anos, do que quando são arma-
zenados sob refrigeração. Dessa forma, melhores par-
tidas de meios podem ser escolhidas e utilizadas por
mais tempo, bem como grandes volumes de meio po-
dem ser preparados, com menor erro e sem desperdí-
cio, contribuindo, assim, para obtenção de resultados
melhores e mais constantes. O sistema de meios con-
gelados torna a PIV mais prática e econômica, pois
há uma economia significativa de tempo, de mão-de-
obra e de materiais utilizados. Também, permite que
os meios sejam fornecidos por centros produtores para
equipes ou laboratórios de PIV menos estruturados.
A congelação dos meios é importante para a
realização de pesquisas relacionadas com a PIV, pois,
quando se avaliam diferentes substâncias ou concen-
trações, cada replicação implica em muitas manipula-
ções. Com essa metodologia, faz-se as manipulações,
preparação das soluções para todas as replicações,  em
um único dia, com maior quantidade de meio e de subs-
tâncias envolvidas na pesquisa, com menor gasto de tem-
po e material, bem como menor erro nos experimentos.
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CONCLUSÕES
A utilização de um sistema para PIV com  mei-
os preservados através da congelação não diminui o
índice de produção de embriões quando comparado
ao sistema convencional, possibilitando a escolha das
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melhores partidas, as quais podem ser utilizadas por
longo período. Assim, o sistema com meios congela-
dos permite obter melhores resultados com maior re-
petição, praticidade, eficácia e economia no processo
de produção de embriões in vitro.
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Figura 2. Porcentagem de blastocistos expandidos (Bx) com diferentes sistemas de produção de  embriões in vitro, utilizan-
do-se meios refrigerados (controle) ou meios preservados por congelação (tratamento). Cada barra representa a média e o
erro padrão da média de 3 replicações. Não houve diferença entre os diferentes sistemas quanto a produção de blastocistos
expandidos (p>0,75).
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